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Baas (Varcine timlei) 乙酰 胆 奏 
受 体 的 分 离 纯 化 
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摘 要 


T KX ft i ee (Narcine timlei) St SES RUE SIDE, BART RODA 
干粉 CGE RTRHY TIO SERERE o 10 FA uy d FREE Hm 
1 % Triton X-1008; MER, WEFR 48100,0009 离心 ， 取 其 上 清 液 对 
Sepharose-4B- sf. 4 ii 38 42 FRATRA., 每 XEGTUE HRS RR CRUCE TE 
FR iat (Naja naja aira) 的 神经 毒素 0,25mg。 "URBES CRX JUR 
冲 液 洗 去 非特 异性 吸附 的 蛋白 ， 最 后 用 合 1 M 氨 基 甲 酰 胆 玲 的 滚 液 解脱 乙酰 胆 
Bek (AchR) 。 有 含 AchR 的 氨基 甲 酰 胆 礁 解 脱 流 对 含 0.02% 去 气 胆 酸 钠 的 
磷酸 缓冲 液 充分 透析 ， UREAEPRER, ALERTE RH R 10me 
纯化 的 AchR。 

提纯 的 AchR 能 与 :1- 有 眼镜蛇 神经 毒素 结合 ,生成 的 AchR-，'1- 眼 镜 蛇 神经 
FEH Ai Hl Sephadex G-200 北 胶 过 滤 分 开 后 , 求 得 其 比 结合 力 为 4.7nmoljmg 
蛋白 。 此 种 结 侣 能 为 眼镜 蛇 神 经 毒素 、d - 简 箭 毒 和 十 PR, xri 
分 性 抑制 剂 的 浓度 为 !34[- 眼 镜 蛇 神经 毒素 浓度 的 300 d 时 ， X YIN Xx» 
88%, 489605596, JE f Bg AchR4E AR 0.199 Triton X-1008 X A Jj Bt Hz de Re 
电泳 时 , 显示 单一 的 区 带 ; CRB GE EE EE HR, HeH 71 (0 0.050D.1 > 
mg B. 


me ZU NEUE (AChR) 是 人 们 研究 得 最 为 广泛 和 深入 的 药物 受 体 ， 也 是 首 
先 被 提纯 的 受 体 蛋白 。AchR 的 研究 之 所 以 能 处 于 药物 受 体 研究 的 领先 地 位 ， 主 要 是 人 
们 掌握 了 一 些 重要 的 研究 工具 和 找到 了 一 类 富 含 该 受 体 的 生物 材料 。 在 本 世纪 六 十 年 
代 ， 我 国 台 湾 学 者 首先 发 现 和 提纯 了 与 AchR 有 高 度 亲 和 力 且 能 特异 性 结合 o - 银 环 蛇毒 
X (o-Bungarotoxin, a-Bgt) Ju BERE TRAS EX (Cobrotxin) , a-Bgt.E AchR 的 特异 
性 结合 几乎 是 不 可 逆 的 ， 因 此 用 放射 性 同位 素 标 记 的 c-Bgt 是 一 类 理想 的 AchR 分 子 探测 
剂 ， 常 用 于 检测 AchR 的 含量 ,分 布 和 密度 1I 一 2]。 有 眼镜蛇 神 经 毒素 及 从 眼镜 蛇 科 其 他 蛇 
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毒 中 提纯 的 x -神经 毒素 与 AchR 结 合 较 a-~Bgt 松 驰 ， 具有 一 定 的 可 道 性 ， 因此 常 被 偶 联 
在 Sepharose 等 固 相 载体 上 ， 制 成 亲 和 吸 附 凝 胶 ， 用 来 提纯 AchRC5~10。 发 电 鱼 类 OB 
BERUBBO 的 电器 官 是 一 类 AchR 含量 最 丰富 的 生物 材料 ， BUHNESD Vo fr UR di 1000 
倍 ， 是 提纯 AchR 的 好 材料 。 应 用 亲 和 层 析 技 术 ， 一 次 实验 即 可 从 中 提纯 数 毫 克 至 十 几 
毫克 的 AchR。 

从 1970 年 以 来 国外 AchR 的 研究 进展 很 快 ， 内 容 涉 及 生化 性 质 、 药理 学 性 质 、 免 疫 
学 性 质 、 神 经 生理 、 离 子 通 透 调节 、 体 内 分 布 和 发 生 以 及 重症 肌 无 力 疾病 等 方面 ， 取 得 
了 许多 重大 成 果 。 对 此 已 有 不 少 综述 和 专著 进行 介绍 (11~13]。 

国内 对 chR 的 研究 ， 在 最 近 几 年 中 开展 起 来 ， 发 展 的 研究 工作 还 为 数 不 多 。 涂 来 
棺 等 c19 报 道 了 用 碘 标 眼镜 蛇 神 经 毒素 与 人 骨骼 肌 制 备 了 碘 标 神经 毒素 一 AchR 复 合 物 ， 
用 于 测定 重症 肌 无 力 患者 血清 中 AcehR 抗 体 的 水 平 。 我 们 和 涂 来 慧 等 协作 ， 从 日 本 音 铺 电 
4E (Narche japonica) 电器 官 中 提纯 了 AchR。 用 于 免疫 家 免 ， 制 成 了 免 实 验 性 重症 
WAAR 〈 涂 来 慧 等 (157)， 本 文 进一步 从 我 国 福建 沿海 捕获 的 丁 氏 双 鳍 电 妈 (> or- 
cine timlei) 电器 官 中 提纯 六 chR 并 对 其 纯度 和 活性 进行 了 初步 检测 。 为 继续 对 ch 的 
生物 化 学 和 免疫 学 性 质 的 研究 打下 基础 。 


材料 和 方法 


l. Kx Ep i$ Sephadex G-10、G-200 及 省 化 氰 活化 的 Sepharose-4B 均 为 瑞典 phar- 
macia Esh, SURT, Triton X-100、 去 氧 胆 酸 钠 ，d- 简 箭 毒 、 UE EB. io 
AZ BEAR, SABE (Carbachol) 等 均 为 进口 试剂 。 某 甲 基 砚 气 (PMSF) 及 二 
FAO (OTNB) 为 东风 生化 试剂 厂 产品 。 其 他 试剂 均 为 国产 分 析 纯 或 化 学 
纯 试剂 。 

2. 电 多 电器 官 冻 千 粉 ” 由 福建 南部 沿海 捕 碑 的 丁 氏 双 鳍 电 鳃 用 冰冷 藏 运 回 渔港 ， 立 
即 剥 取 电 器 官 。 用 液 气 冷 谍 运 回 实验 室 。 解 冻 后 将 电器 官 切 成 小 块 ， 浸 入 4 售 体积 的 予 
ARB whieh, Ae eh WS Aim PMSF, 1mMEDTA —4, 0.1M NaCl, 
0.0294 NaN, K10mM NasHPO,，pH 为 7.4。 分 次 用 组 织 勾 桨 器 制 成 匀 浆 ， 每 次 先 用 
较 慢 的 速度 的 碎 5 秒 钟 ， 再 用 高 速 的 碎 15 秒 钟 ， 反 复 三 次 共 的 碎 一 分 钟 。 制 成 的 电器 官 
名 浆 用 冷冻 干燥 机 进 行 冻 干 ， 得 到 电 峰 官 冻 干粉 。 本 实验 所 用 的 冻 干 Eno 每 到 相当 于 
17.5 克 新 鲜 电 器 官 。 

3.4 fec M AI—Sepharose-AD-WR pap ind ko 眼镜蛇 神经 毒素 是 用 我 们 的 方 
法 Ci 从 华南 眼镜 蛇毒 中 提纯 的 。 10mg 神 经 毒素 与 10 g 省 化 所 活化 的 3epharose-4B (F 
Mj) 按 Yang 等 报道 的 方法 C17 进 行 偶 联 。 制 得 Sepharose-4B~ 眼 镜 蛇 神经 毒素 ， 每 毫升 压 
A HT BEBE EO. 24~0 . 25g HA EC. 

{IR | 按 涂 来 慧 等 G9 报道 的 方法 合成 ， 用 Sephadex G-10 柱 

(1x35cm) 分 离合 成 的 :34[- 服 镜 蛇 神 经 毒素 ， 其 比 放射 人 性 为 9 一 12MCilug 神 经 毒 


Ho 
SUM Aaa A (AChE) 活力 测定 Ellman (1961) HARB E. RK 
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操作 参照 张 振 风 等 Q5 报道 的 方法 进行 。 比 活力 单位 为 每 堂 克 蛋白 每 分 钟 引起 的 412nm 
He TR Hg e E (AA ni mERED,. 

6B.£GORR Me Lowry (1951) 的 方法 用 Folin 酚 试剂 测定 ， Aei E 
蛋白 为 标准 。 含 Triton X-100 的 样品 ， 当 加 入 Faolin 栈 试剂 后 立即 搅动 并 在 比 色 前 离 
心 ， 胃 其 清 液 进 行 比 色 。 

TMAMRERR Rik ”采用 玲 性 不 连续 系统 。 凝 胶 条 为 0.4 x 10cm。 浓缩 胶 浓 度 
为 3 %, pH8.9; 分 离 胶 浓度 为 5 %，pH6.7。 电 极 缓冲 液 为 Tris-~ 甘 氨 酸 缓冲 液 , PH8.3。 
在 浓缩 胶 ， 分 离 胺 和 电极 缓冲 液 中 都 含有 0.1%Triton X-100, 每 根 凝 议和 条 电流 恒定 为 
2mA， 电 泳 2.5 小 时 。 用 溴 酚 兰 作 指 示 染 料 ， 用 考 马 氏 亮 兰 R250 染 色 和 蛋白 区 带 。 

8, Ach R85 2 85 th tt 参照 Eldefrawi 和 Eldefrawi 的 方法 (63 并 加 以 改进 ， 具 体操 
作 如 下 ，10 克 电器 官 洪 干 粉 加 入 含有 0.4mM PMSP 的 10mM Na, HPO, rii (pH7.4) 
600m1l， 室 温 搅拌 半 小 时 后 用 20,0009 离心 20 分 钟 《4 0) 。 上 清 液 弃 去 ， 沉淀 加 入 合 
194 Triton X-100 及 0.4mM PMSF 的 10m Na, HPO, Hii (pH7.4) 100ml, 4 4 °C 
搅拌 > 小 时 后 用 100, 0009 超速 离心 1 小 时 (450) 。 上 清 液 ( 约 105m]) 为 AchR RMR 
液 ， 再 用 亲 和 层 析 进 一 步 纯化 。 

30ml 压 紧 的 Sepharosce-4B- 有 眼镜 蛇 神 经 毒素 FEAL HE Ex, «A 1 26 Triton X-100£ 
0.4mM PYMSF 的 10mnf Na,HPO, 8 (pH7.4) 平衡 后 ， 加 入 上 述 100, 0009 AA 
上 清 液 ， 室 温 搅拌 2 小 时 ， 进 行 亲 和 吸附 。 抽 滤 除 去 溶液 后 ， 亲 和 凝 胶 依次 用 下 列 溶液 
洗 洪 ， 每 次 用 溶液 80ml， 均 在 室温 搅拌 20 分 钟 后 抽 滤 。 

(1) 用 含 0.4m4 PMSF 的 10mY Na, HPO, WR (pH7.4) WEIK, 以 除去 不 
吸附 的 蛋白 。 

(2) 用 含 0.1%Triton X-100, 0.4mM PMSF 的 10mM Na, HPO, iik (PH7 .4) 
洗 三 次 ， 以 除去 吸附 较 松 弛 的 电 白 。 

(3) 用 含 0.1%Triton X-100, 1M NaCl 的 10maf Na,HPO, HE (pH7.4) UE 
三 次 ， 以 除去 非特 异性 吸附 的 蛋白 。 

(4) H50mM Nas HPO, WR (pH7.4) WEK, 洗 去 Triton X-100 和 NaCl。 

以 上 四 步 洗 淋 依次 连续 进行 。 洗 涤 后 的 亲 和 凝 胶 加 入 含 1M Carbachol 的 50m 对 
Na, HPO , 深 液 (pH7. 和 40m1l， 在 室温 搅拌 16 小 时 ， 以 解脱 吸 附 在 亲 和 疑 胶 上 的 AchR。 
抽 滤 。 亲 和 胶 再 用 上 述 溶液 解脱 一 次 ， 合 并 两 次 滤液 。 滤 液 对 含有 0.02% 去 氧 胆 酸 钠 的 
5mM NasHPO, 溶 液 在 电磁 搅拌 下 进行 透析 ， 以 除去 Carbachol。 每 三 小 时 换 液 一 次 ， 
从 次 换 液 共用 溶液 20,000ml。 整 个 透析 过 程 在 4eC 进 行 。 透 析 后 ，AchR 深 液 连 同 透析 级 
在 4cC 用 电扇 吹风 浓缩 ， 使 最 终 溶液 的 体积 在 10m] 以 下 。 测 定 该 AchR ERNE AR, 
太 chE 活 力 和 AchR 的 活性 。 

9。AchR 与 1 眼镜 蛇 神 经 毒素 的 结合 试验 。 AchR 与 31- 眼镜 蛇 神 经 毒素 分 别 用 
50mM Na HPO, WIE (pH7.4) WE, W 1nmol*I- 眼 镜 蛇 神 经 毒素 (7 .1kg10.5m1l) 
与 33pmol AchR (10hg10.5ml) 相 混 合 ， (AchR 的 分 子 量 按 Eldefrawi 的 报道 以 300, 000 
ite ) 37°C 保 温 一 小 时 后 用 Sephadex G-200 柱 (1.1x16cm) 4B, 用 含 0.1%Triton 
X-100 的 50mif Na, HPO, WK (pH7.4) 进行 洗 脱 。 分 部 收集 ， 每 10 秒 钟 一 滴 ， 每 管 
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收集 40 滴 (0.4ml) 。 用 并 型 闪烁 计数 器 测定 各 管 的 chm 数 ， 求 出 31- 眼镜 蛇 神经 毒素 
-从 chR 复 合 物 的 总 cpm 数 ， 计 算 每 mg AchR 蛋 白 结合 毒素 的 pmol 数 〈 即 比 结合 力 )。 

LOS HA ” 炒 碘 标的 神经 毒素 和 一些 朋 奏 能 药物 NARI, o $55 
毒 和 十 甲 得 等 ) 都 是 上 述 结 合 试 验 的 竞争 性 抑制 剂 。 当 这 些 抑制 剂 的 用 量 为 300nmo] 于 
《 邯 眼 镜 蛇 神经 毒素 2.1rmmg，d- 毛 化 简 前 毒 奏 210kg 和 省 化 十 甲 锻 125kg) ， 对 上 述 结 含 
试验 应 产生 明显 抑制 。 在 1 nmols1I- 眼 镜 蛇 神经 毒素 湾 液 中 分 别 洲 解 300nmol 的 上 述 抑 
制剂 后 再 与 33pmol AchR 相 结合 ， 其 余 操作 均 同 结合 试验。 根据 11- 服 镜 蛇 神 经 BER 
-AhR 复 合 物 的 总 cpm 数 计算 抑制 百分率 。 


结果 与 讨论 


1.AchR 是 一 种 结合 在 细胞 膜 上 的 糖 蛋白 ， 需 用 非 离 子 型 去 污 剂 Triton X-100, 
Tvween80 等 才能 溶解 下 来 7，192 从 电 师 电器 官 提 取 AchR， 先 是 通过 差 速 离 心 制备 电器 
官 细 了 胞 膜 碎片 ， 用 Triton X-100 等 深 解 膜 上 的 AchR 等 膜 蛋白 ， 再 通过 100, 000 超 速 离心 
将 网 胞 腊 碎 片 除去 ， 得 到 AchR 的 粗 提取 液 。 再 用 Sepharose-48- 眼 镜 蛇 神 经 毒素 进行 亲 
和 层 析 提 纯 ， 才 能 得 到 高 浓度 高 活性 欧 和 ch。 

本 文 所 用 的 提纯 方法 基本 上 采用 Eldefrawi 和 Eldefrawict623 的 方法 , 但 有 三 处 不 同 ， 
其 一 是 用 我 国 所 产 的 华南 眼镜 蛇 (Naja naja atra) 毒 中 提纯 的 神经 毒素 代 蔡 从 泰国 服 
gee (Naja naja Siamensis) 毒 中 提纯 的 神经 毒素 ， 通 过 其 游离 拨 基 侦 联 在 Sepharose 
-~48 上 。 因 相 化 的 神经 毒素 保持 了 与 AchR 特 异性 结合 能 力 ， 因此 可 以 用 来 提纯 AchR。 
其 二 是 Carbachol 解 脱 的 AchR 溶 液 ,本 文采 用 对 含 0.02 上 去 氧 胆 酸 销 的 5m Na, HPO, 
溶液 透析 ， 吉 免 了 在 透析 和 浓缩 过 程 中 产生 沉 省 。 其 三 是 在 分 离 提纯 过 程 中 加 入 了 组 织 
蛋白 酶 抑制 剂 PMSF， 防 止 蛋 自 酶 对 AchR 的 破坏 。 

2, 用 本 文 报道 的 方法 ， 可 从 10 克 电器 官 洪 干粉 《相当 于 175 克 新 鲜 电器 官 ) 中 得 到 
约 10mg 提 纯 的 AchR， 得 率 较 国 外 一 般 报 道 值 略 高 。 提 纯 的 AchR 用 含 0.1%Triton X- 
100 的 聚 丙烯酸 胺 凝 胶 进 行 电 泳 时 ， 呈 更 单一 的 蛋白 区 带 (图 1) 。 电 器 官 的 AchE 合 量 
很 高 ， 且 与 AchR 共 存 于 细胞 膜 上 ， 是 提纯 过程 中 应 予 去 除 的 主要 素质。 本文 提 纯 的 
AchR 中 AchE 的 含量 其 低 ， 其 比 活力 为 0.050D412nmj 分 mg 蛋白 。 以 上 两 项 结果 表明 
我 们 提纯 的 六 chR 具 有 较 好 的 纯度 。 

3. 通 过 结合 试验 和 抑制 试验 初步 测定 了 本 文 提 纯 的 点 chR 的 活性 。 结 合 试验 表明 
AchR 能 与 I~ 神经 毒素 结合 ， 生 成 的 'M1I- 有 眼镜 蛇 神 经 毒素 -AchR 复 合 物 可 通过 凝 胶 过 滤 
分 离开 来 {图 2 4)。 分 别 测定 复合 物 和 184- 神 经 毒素 的 出 放射 性 ， 计 算出 AchR 的 比 结合 
力 为 4.7nmo] 了 眼镜 蛇 神 经 毒素 )mg AcnR。 国 外 从 电 包 电器 官 中 提纯 的 AchR 对 -Bgt 的 
比 结合 力 报道 为 2.3 一 10nnol e-Bgt/mg AchR (HeibronnfgMattsonU0), Eldefrawifft 
Eldefrawit57), 本 文 提纯 的 AchR 的 比 结合 力 相 当 于 上 述 国 外 报道 值 的 中 等 水 平 ， 但 因 
国外 用 结合 力 更 强 的 xc-Bgt， 本 文 用 眼镜 蛇 神 经 毒素 ， 故 我 们 提纯 的 AchR 的 比 结 合力 疝 
局 理想 。 

抽 制 试验 表明 ， 当 未 磺 标 的 眼镜 蛇 神 经 毒素 、%- 简 笠 毒 及 十 甲 饶 的 浓度 为 221I- 神 经 
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BRR RER 200, AAAA, 48% 455%, JED ARE Hol 
经 毒素 与 AchR 结 合 的 抑制 作用 如 图 2 B 所 示 。 
根据 以 上 结果 ， 可 以 看 出 提纯 的 AchR 保 持 了 与 神经 毒素 和 胆 礁 能 药物 结合 的 天 然 


活性 。 
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Hmlei) & & 'Eg AchR.A 5!]-8R 
ak oe dh iA E HE & G04 Sephadex 
G-2003t mt HA, AchR X 
30pmol—10pg/0.5ml, !*!I-8& 
统 蛇 神经 毒素 为 nmol。 烽 1 为 
132]_ RR Ay se tb Be H-AchR 复合 
dy, 峰 2 35 PI I-IR A Spp i HE 
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限 镜 蛇 神 经 毒素 结合 的 Seph- 
adex G-20038 Rit j5 IB, 
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Hx€5S2A, XII 
蛇 神 经 毒素 为 300nmop]。 
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1980 年 我 们 用 类 似 方 法 从 日 本 单 鳍 电 鳄 电器 官 提 取 的 AchR， 用 来 制造 免 实 验 性 重 
症 肌 无 力 模 型 得 到 成 功 ， 说 明 提取 的 AchR 保持 其 天 然 抗 原 性 。 BAA TP 本 文 提纯 的 
AchR 也 同样 会 具有 天 然 抗 原 性 。 

4, 丁 氏 双 鳍 电 钝 电 我 国 主要 产 在 南海 ， 两 广 及 福建 沿海 也 可 捕 到 。 它 的 个 体 比 我 国 
其 他 电 鳃 为 大 ， 产 量 也 较 高 。 每 公斤 丁 氏 双鱼 电 鳃 可 和 剥 制 180 一 200 克 电器 官 ， 一 尾 中 等 
大 小 的 鱼 可 刊 得 60 克 电器 官 ， 比 日 本 单 鳍 电 鲜 重 十 几 储 。 因 此 丁 氏 双鱼 电 鳃 为 我 国 的 重 
要 鱼 类 资 原 ， 是 提取 chR 和 AchE 的 较为 理想 的 材料 。 用 此 鱼 来 提取 AchR RINE 
有 国外 报道 ， 这 可 能 是 受 该 鱼 地 理 分 布 的 限制 所 致 。 
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ISOLATION AND PURIFICATION OF THE ACETYLCHOLINE 
RECEPTOR FROM NARCINE TIMLEI 


Gong Chao-liang Sun Xin Pan Shu-ying He Qi-wei Song Shi-lian 
(Kunming Institute of Zoology, Academia Sinica) 


Abstract 


Fresh electric organ of Narcine timlei was homogenized and then lyophi- 
lized (1 g of the lyophilized pellet epuals 17.5g of Narcine timlei electro- 
plax).The cell membrane fragmemis of 10g lyophilized pellet were extracted in 
a solution containing 1% Triton X-100. This suspension was then centrifuged 
at 100,000g. The supernatant was adsorbed to Sepharose—4B-cobra neurotoxin 
affinity gel. The concentration of the neurotoxin fron Naja naja atra venom 
was 0.25 mg per ml packed affinity gel. The adsorbed affinity gel was eluted 
wilh several buffers, to remove nonspecifically bound proteins, Finally, the 
acetylcholine receptor (AchR) was desorbed with a solution containg 1M carba- 
chol. The solution containing AchR was dialysed extensively in phosphate 
buffer containing 0,0294 sodium deoxycholate to remove carbachol, The solution 
containing AchR was then concentrated, About 10 mg of purified AchR was 
obtained from 10g lyophilized pellet. 

The purified AchR was able to bind with H!l.cobra neurotoxin, When the 
AchR-!81[-cobra neurotoxin complex was separated by gel filtration on Sepha- 
dex G-200, the specific binding activity was calculated to be 4. 7umol/mg 
protein, This binding capacity was blockaded by cobra neurotoxin, d-tubocu- 
raine or decamethonium, The inhibition ratio was 88%, 48%, and 55% respec- 
lively when the concentration of these conpetitive inhibitors were 300-fold 
over that of 1I-cobra neurotoxin, The purified AchR shows a single band on 
polyacrylamide gel (containing 0.1% Triton X-100) electrophoresis, Acetyl- 


cholinesterase activity of the purified AchR is very low, the specific activity 


is 0,05 OD,,,nm/min, mg protein, 


